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(57) Abstract 

The invention relates to a device for automatic implementation of chemical or biological methods in sample receptacles, especially 
for sequencing or amplifying nucleic acid sequences. The inventive system comprises a pipette device and a themocycler. The pipette 
device has a pipette arm for pipetting sample substances and/or chemicals. The invention is characterised in that the pipette device and 
thermocycler are embodied as separate workstations and a handling device is provided so that at least one sampling receptacle containing 
sample substances or chemicals can be displaced . Said receptacle is embodied separately from the work stations. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum automatischen Durchfuhren von chemischen bzw. biologischen Verfahren in 
Probengef aBen, insbesondere zum Sequenzieren und zum Amplifizieren von Nucleinsauresequenzen, mit einer Pipettiereinrichtung und einem 
Thermocycler, wobei die Pipettiereinrichtung einen Pipettierarm zum Pipettieren von Probensubstanzen und/oder Chemikalien aufweist. Die 
Erfindung zeichnet sich dadurch aus, daB die Pipettiereinrichtung und der Thermocycler als raumlich getrennte Arbeitsstationen ausgebildet 
sind, und daB eine Handhabungseinrichtung zum Bewegen von zumindest einem Probensubstanzen bzw. Chemikalien enthaltenden und 
separat von den Arbeitsstationen ausgebildeten ProbengefaB vorgesehen ist. 
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Vorrichtung zum automat ischen Durchfuhren 
von chemischen bzw. biologischen Verfahren 



Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum automat ischen 
Durchfuhren von chemischen bzw. biologischen Verfahren, insbe- 
sondere zum Sequenzieren und zum Amplif izieren von Nucleinsau- 
resequenzen, mit einer Pipettiereinrichtung und einem Thermocy- 
5 cler, wobei die Pipettiereinrichtung einen Pipettierarm zum Pi- 
pettieren von Probensubstanzen und/oder Chemikalien aufweist. 

Aus der US 5,443,791 geht eine Vorrichtung zum Durchfuhren von 
chemischen bzw. biologischen Verfahren hervor, die mehrere Ar- 

10 beitsstationen aufweist. Diese Arbeitsstationen sind u.a. ein 
Thermocycler, eine aktiv gekuhlte Enzymspeicher station, eine 
Waschstation, eine Reagenzienspeicherstation und eine DNA- 
Probenstation. Bei dieser bekannten Vorrichtung wird eine Pi- 
pettierspitze in einer Ebene parallel zur Grundplatte bewegt, 

15 urn einen Fliissigkeitstransf er auszufuhren. Die Reaktionsgef aSe 
dieser Vorrichtung sind als Mulden in einem im Thermocycler 
fest angeordneten Metallblock ausgebildet. Die einzelnen Rea- 
genzien werden zunachst in einem der sich im Thermocycler be- 
findlichen Reaktionsgef alSe pipettiert und anschlieSend einem 

20 Tempera turprofil unterzogen. Bevor eine weitere Reaktion ausge- 
fuhrt werden kann, mufi das bzw. mussen die Reaktionsgef a£e ge- 
reinigt werden. Falls diese Reaktionsgef aSe nicht vollstandig 
gereinigt werden konnen, ergibt sich eine Kontamination der 
nachfolgenden Reaktionen, was bei sehr sensitiven Verfahren, 

25 wie dem PCR-Verf ahren auSerst nachteilig ist. Zudem ist nach- 

teilig, da& die Reaktionsgef a£e als Mulden in einem Metallblock 
ausgebildet sind, die unmittelbar mit den Reagenzien in Kontakt 
kommen. Metallische Oberflachen konnen nicht immer absolut 
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r-iickstandsfrei mit vertretbarem Aufwand gereinigt werden und 
bilden eine weitere Quelle fur Verunreinigungen . 

Mit Thermocyclern konnen vorbestiinmte Temperaturverlauf e bzw. 
Tempera turpr of ile abgefahren werden. Thermocycler werden insbe- 
sondere in der Gentechnik zum Sequenzieren und Amplif izieren 
von Nucleinsauresequenzen verwendet . Solche Verfahren sind z.B. 
in EP 200 362 Bl, EP 258 017 Bl und EP 201 184 Bl beschrieben. 

Aus der DE 44 12 2 86 Al ist ein System zum Verschliefien von 
ProbengefaEen mittels Deckel bekannt . Dieses System umfaSt eine 
Einrichtung zum Offnen und Schliefien der Reaktionsgef afie, die 
mittels eines Rastmechanismusses einen Deckel erfassen kann und 
wieder abgeben kann. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Vorrichtung der 
eingangs genannten Art derart weiterzubilden, da£ mit ihr auto- 
matisch und kontaminationsf rei unterschiedlichste chemische 
bzw. biologische Verfahren, insbesondere zum Sequenzieren und 
zum Amplifizieren von Nucleinsauresequenzen, ausgefuhrt werden 
konnen . 

Die Aufgabe wird durch eine Vorrichtung mit den Merkmalen des 
Anspruchs 1 gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen sind in den 
Unteranspriichen angegeben . 

Die Erfindung zeichnet sich dadurch aus, dafi die Pipettierein- 
richtung und der Thermocycler als raumlich getrennte Arbeits- 
stationen ausgebildet sind, und da£ ein Handhabungsarm zum Be- 
wegen von zumindest einem Probensubstanzen bzw. Chemikalien 
enthaltenden und separat von den Arbeitsstationen ausgebildeten 
ProbengefaS vorgesehen ist. 

Diese raumliche Trennung der Pipettiereinrichtung und des Ther- 
mocyclers und das Vorsehen von den Arbeitsstationen unabhangig 
ausgebildeter Reaktionsgef aSe, die mittels eines Handhabungsar- 
mes zwischen den einzelnen Arbeitsstationen bewegt werden, er- 
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laubt eine vollautomatische Ausfiihrung komplexer chemischer und 
biologischer Verfahren mit einem hohen Durchsatz, da sich 
gleichzeitig in der Pipettiereinrichtung und im Thermocycler 
Reaktionsgefafie befinden und entsprechend bearbeitet werden 
konnen und keine aufwendigen Reinigungsvorgange an der Vorrich- 
tung ausgefuhrt werden mussen. Dies fuhrt dazu, da£ quasi 
gleichzeitig und/oder auf einanderf olgend mehrere komplexe Ver- 
fahren, die insbesondere mit vollig unterschiedlichen Reagenzi- 
en und Probensubstanzen arbeiten, vollautomatisch ausgefuhrt 
werden konnen. 

Die erfindungsgemaSe Vorrichtung erlaubt somit, da£ komplexe 
chemische und biologische Verfahren, insbesondere das Sequen- 
zieren und Amplif izieren von Nucleinsaureseguenzen, vollautoma- 
tisch und kontaminationsfrei ausgefuhrt werden konnen. Dies 
stellt eine wesentliche Vereinf achung und eine deutliche Ver- 
besserung der Genauigkeit und Sicherheit der Arbeit svorgange 
dar . 

Die Ausfuhrungsform nach Anspruch 3 mit einer multi-tasking- 
Steuerung erlaubt es, da& unterschiedliche Probensubstanzen, 
Applikationen usw. gleichzeitig mit dem Roboter abgearbeitet 
werden konnen, ohne daS hierzu eine Bedienperson zur Uberwa- 
chung und Kontrolle der einzelnen Prozefischritte notwendig ist. 
Hierdurch konnen komplexeste Verf ahrensablauf e auf engstem Raum 
ohne die Gefahr von Fehlern durch Vertauschen oder dergleichen 
ausgefuhrt werden. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der erf indungsgemaSen 
Vorrichtung weist eine Einrichtung zum automatischen Offnen und 
SchlieSen von Probengef afien mittels Deckel auf. Herk6mmlicher- 
weise wurde bei automatisch arbeitenden Vorrichtungen das Pro- 
bengefafc mittels einer Wachs- oder Olschicht verschlossen. Die- 
se Art des VerschlieSens hat sich bei der manuellen Durchfuh- 
rung von chemischen und biologischen Reaktionen bewahrt . Die 
Verwendung von losbar an den GefaSen befestigten Deckeln weist 
beim automatisierten Betrieb wesentliche Vorteile gegeniiber den 
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herkommlich verwendeten Wachs- und Olschichten auf . So kann ein 
einmal mit Reagenzien und/oder Probensubstanzen gefulltes und 
mit einem Deckel verschlossenes Gefa£ wieder geoffnet und zu- 
satzliche Reagenzien und Probensubstanzen hinzugefugt werden. 
Die Reagenzien und Probensubstanzen werden mittels einer Pipet- 
tierspitze in das Reaktionsgef a£ eingebracht, wobei die Pipet- 
tierspitze mit kurzem Abstand uber dem Flussigkeitsspiegel im 
ReaktionsgefaE gehalten wird, so daS keine Beriihrung der Reak- 
tionsspitze mit den im Reaktionsgef a£ enthaltenen Reagenzien 
und Probensubstanzen erf olgt . Hierdurch wird sicher eine Konta- 
minierung durch Ubertragung von Reagenzien und Probensubstanzen 
von einem Reaktionsgef a£ zu einem anderen Reaktionsgef aS ver- 
mieden. 

Beim herkommlichen Versiegeln der Reaktionsgef aSe muS die Pi- 
pettierspitze beim Pipettieren durch die Wachs- bzw. Olschicht 
hindurch stechen und in die im Reaktionsgef aS befindliche Flus- 
sigkeit eintauchen. Bevor man mit der gleichen Pipettenspitze 
einem weiteren Reaktionsgef aS z.B. die gleiche Substanz zufiih- 
ren kann, muS die Pipettenspitze gereinigt oder ausgetauscht 
werden. Dies ist bei einer manuellen Ausfuhrung von chemischen 
und biologischen Reaktionen iiblich, erhoht bei einer vollauto- 
matischen Ausfuhrung der Reaktionen die Bearbeitungszeit und 
die Kosten. 

Treten Bewegungen in der im Reaktionsgef aS enthaltenen Flussig- 
keit, bspw. beim Bewegen des Reaktionsgef aSes oder bei einem 
Siedeverzug wahrend einer Heizphase im Thermocycler auf, so 
kann eine solche 01- bzw. Wachsschicht nicht sicher verhindern, 
daS die Flussigkeit aus dem Reaktionsgef aS austritt und z.B. in 
ein benachbart angeordnetes Reaktionsgef schwappt. 

Zudem ist beim Versiegeln mit Wachs nachteilig, dafi dieses beim 
Abkuhlen auf tiefe Temperaturen (z.B. 14°C) erstarrt und die 
weitere Behandlung behindert. 



Die Erfindung wird nachfolgend beispielhaft anhand der beige- 
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fugten Zeichnungen naher erlautert. Sie zeigen schematisch in: 

Fig. 1 ein Ausfiihrungsbeispiel einer erf indungsgema&en Vor- 
richtung in perspektivischer Ansicht, 

Fig. 2 eine typische Anwendung in einem FluSdiagramm, und 

Fig. 3 eine weitere Anwendung in einem FluSdiagramm. 

Die erf indungsgemaSe Vorrichtung 1 weist eine rechteckf ormige 
Grundplatte 2 mit zwei Stirnkanten 3 und einer vorderen und 
hinteren Langskante 4 auf . Auf der Grundplatte 2 ist an der 
hinteren Langskante 4 eine Ruckenwandung 6 angeordnet . Am obe- 
ren Randbereich ist in der Ruckenwandung 6 eine horizontale, 
zur hinteren Langskante 4 der Grundplatte 2 parallele Schiene 7 
vorgesehen auf welcher ein Roboterarm 8 in Langsrichtung der 
Schiene 7 (Doppelpfeil 9, X-Richtung) verfahrbar angeordnet 
ist . 

Der Roboterarm 8 ist ein geradliniger , steifer Arm, der paral- 
lel zu den Stirnkanten 3 der Grundplatte 2 angeordnet ist. Er 
steht somit senkrecht auf der Ebene der Ruckenwandung 6. Der 
Roboterarm 8 weist zur auSeren Begrenzung zwei Langswandungen 
10 und an seinem freien Ende eine Stirnwandung 11 auf, die in 
der Draufsicht U-formig angeordnet sind. Zwischen den beiden 
Langswandungen 10 und mit Abstand zu diesen ist eine Schiene 12 
angeordnet. An der Schiene 12 sind drei Z-Arme 13 - 15 in 
Langsrichtung der Schiene 12 (Y-Richtung) verfahrbar vorgese- 
hen. Die Z-Arme 13 - 15 erstrecken sich jeweils vertikal durch 
einen Spalt 16 zwischen der Schiene 12 und den Langsseitenwan- 
dungen 10, wobei zwei der Z-Arme 13, 14 im linksseitigen Spalt 
16 und der dritte Z-Arm 15 im rechtsseitigen Spalt 16 angeord- 
net sind. 

Der Roboterarm 8 ist entlang der Schiene 7 (X-Richtung) und die 
Z-Arme 13 sind entlang (Y-Richtung) und senkrecht (Z-Richtung) 
zur Schiene 12 motorgetrieben verfahrbar, so daE die Z-Arme 13 
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- 15 im wesentlichen den gesamten Bereich (X-, Y-Richtung) 
oberhalb der Grundplatte 2 abfahren konnen und in der Hone (Z- 
Richtung) verstellbar sind. 

Der Z-Arm 13, der nachfolgend als Pipettierarm 13 bezeichnet 
wird, weist an seinem unteren Ende ein Aufnahme element fur eine 
Pipettenspitze 2 0 (nur schematisch dargestellt) auf . Die Pipet- 
tenspitze ist uber einen diinnen Schlauch 21 mit zwei Pumpen 22, 
23 verbunden. Die Pumpe 22 ist eine sogenannte Spritzenpumpe 
(syringe pump), mit welcher kleinste Volumina (1 ul) exakt ab- 
gemessen und dosiert gepumpt werden konnen. Die zweite Pumpe 23 
ist eine Waschpumpe, die einen groSeren Durchsatz (z.B. > 100 
ml/min) als die Spritzpumpe 22 aufweist und zum Waschen der Pi- 
pettenspitze 2 0 verwendet wird. 

Der Z-Arm 14, der nachfolgend als Deckelbetatigungsarm 14 be- 
zeichnet wird, ist an seinem unteren Ende mit einer Einrichtung 
25 zum automatischen Offnen und Schliefien von Gefafien versehen, 
wie sie aus DE 44 12 286 Al und EP 734 769 Al bekannt sind. Die 
Einrichtung 25 kann mittels eines Rastmechanismusses einen Dek- 
kel erfassen und wieder losen. 

Die die Proben und Chemikalien enthaltenden GefaSe konnen bei 
Gefahr von Kontamination mit jeweils einem Deckel versehen 
sein, der vom Deckelbetatigungsarm 14 automatisch abgenommen 
und wieder aufgesetzt werden kann. Diese verschlieSbaren GefaEe 
werden insbesondere beim PCR-Verf ahren eingesetzt. Beim Sequen- 
zieren ist die Gefahr einer Kontamination geringer, weshalb der 
Einsatz derart verschliefibarer Gefafie nicht zwingend notwendig 
ist 

Der dritte Z-Arm 15 wird nachfolgend als Handhabungsarm 15 be- 
zeichnet. Er weist an seinem unteren Ende eine gabelformige 
Halteeinrichtung 26 auf, mit welcher ahnlich wie bei Gabelstap- 
lern Pipettierplatten (nicht dargestellt) aufgenommen, bewegt 
und wieder abgesetzt werden konnen. In den Pipettierplatten 
sind mehrere in einem Rechteckraster angeordnete, mit einem 
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Deckel verschlieSbare Probengef aiSe ausgebildet. Diese Pipet- 
tierplatten konnen mit dem Handhabungsarm 15 auf der Grund- 
platte 2 beliebig versetzt werden. 

Auf der Grundplatte 2 sind ein Probenhalter 27 und zwei Pipet- 
tierhalter 28 angeordnet. Der Probenhalter 27 und die Pipet- 
tierhalter 2 8 sind identisch ausgebildete Halterungen, auf wel- 
chen die Pipettierplatten einfach aufgesetzt werden. Die auf 
die Halterungen 27, 28 aufgesetzten Pipettierplatten sind durch 
diese exakt bzgl . der Grundplatte 2 ausgerichtet , so dafi der 
Ort der einzelnen an den Pipettierplatten ausgebildeten GefaSe 
exakt festgelegt ist und diese vom Roboterarm, insbesondere dem 
Pipettierarm 13 und dem Deckelbetatigungsarm 14 genau angesteu- 
ert werden konnen. Die Pipettierhalter 28 legen Pipettiersta- 
tionen fest, an welchen das Pipettieren ausgefuhrt wird. 

Die Halter 27, 28 sind an der vorderen Langskante 4 der Grund- 
platte 2 angeordnet, so dafi eine Bedienperson einfach Pipet- 
tierplatten darauf abstellen kann. Seitlich neben den Haltern 
27, 28 ist eine Stapeleinrichtung 29 vorgesehen, die als klei- 
nes Regal zum Zwischenspeichern von mehreren, z.B, 5-10 Pi- 
pettierplatten ausgebildet ist. 

Am riickwartigen Bereich der Grundplatte 2 sind ein Chemikalien- 
reservoir 30, eine Waschstation 31, ein Pipettenspitzenmagazin 

32 fur Einweg-Pipettenspitzen und ein Pipettenspitzenabstreif er 

33 zum Abstreifen der Einweg-Pipettenspitzen vorgesehen. Die 
Einweg-Pipettenspitzen sind im Pipettenspitzenmagazin 32 ver- 
tikal angeordnet, so da£ der Pipettierarm 13 lediglich durch 
Absenken seines unteren Endes in eine Einweg-Pipettenspitze ei- 
ne solche aufnehmen kann. Nach Benutzung wird die Einweg-Pi- 
pettenspitze im Pipettenspitzenabstreif er 33 abgestrif f en . 

Am Pipettenspitzenabstreifer ist eine horizontal abstehender 
Zeiger 34 aus einem elektrisch leitendem und elastischem Mate- 
rial angeordnet. Als Einweg-Pipettenspitzen werden Einweg- 
Pipttenspitzen verwendet, die aus einem leitfahigem Material 
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ausgebildet sind, wie z.B. einem Kunststoff, in dem Graphit 
eingelagert ist. 

Nach dem Aufnehmen einer neuen Einweg-Pipettenspitze wird diese 
mit ihrem oberen, an den Pipettierarm 13 angrenzenden Randbe- 
reich mit dem Zeiger 34 in Kontakt oder in seine Nahe gebracht . 
Der Zeiger 34 ist mit einer MeEeinrichtung verbunden, die eine 
kapazitiven Messung ausfuhrt. Aufgrund des Ergebnisses dieser 
kapazitiven Messung kann beurteilt werden, ob eine Einweg- 
Pipettenspitze am Pipettierarm vorhanden ist, oder ob die Auf- 
nahme der Einweg-Pipettenspitze nicht funktioniert hat. Mit dem 
Zeiger und der MeSeinrichtung kann somit die Aufnahme einer 
neuen Einweg-Pipettenspitze kontrolliert werden. Ein wesentli- 
cher Vorteil dieser Kontrolleinrichtung ist, daS bei der Kon- 
trolle die Einweg-Pipettenspitze mit ihrem spitzen Ende nicht 
mit irgendeinem Gegenstand in Kontakt gebracht werden mu£, wie 
es von herkommlichen Kontrolleinrichtungen bekannt ist, sondern 
die Kontrolle der Aufnahme der Einweg-Pipettenspitzen absolut 
kontaminationsfrei erfolgen kann. 

Bei Verwendung einer Mehrweg-Pipette kann diese bei Bedarf zwi- 
schen den einzelnen Pipettiervorgangen in die Waschstation 31 
eingefugt und zum Reinigen mittels der Waschpumpe 23 mit einer 
grofieren Menge an Wasser durchspiilt werden. 

Im Chemikalienreservoir 3 0 sind mehrere nach oben offene GefaSe 
mit diversen Chemikalien angeordnet. Die GefaSe des Chemikali- 
enreservoirs 3 0 konnen auch mittels Deckel verschlossen sein, 
die von dem Deckelbetatigungsarm 14 abgenommen und wieder auf- 
gesetzt werden konnen. 

Erfindungsgemafi ist ein Thermcyclerbehalter 35 auf der Grund- 
platte 2 angeordnet. Der Thermocyclerbehalter 35 besteht aus 
einem oben offenen Grundkorper 36, der mittels eines Deckels 37 
verschlossen werden kann. Der Deckel 37 ist mit einem Schar- 
niergelenk 3 8 am Grundkorper 36 befestigt, und urn dieses Gelenk 
mittels eines Motors (nicht dargestellt) zum automatischen Off- 
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nen und SchlieSen des Thermocyclerbehalters 3 5 verschwenkbar . 
Im Thermocyclerbehalter 3 5 sind Heiz- und Kiihlelemente vorgese- 
hen, die den Innenraum auf eine bestimmte Tempera tur einstellen 
konnen. Mit den Heiz- und Kiihlelementen ist es auch moglich, 
bestimmte Tempera turverlaufe abzufahren. Als Heiz- und Kuhlele- 
ment wird vorzugsweise ein Peltierelement verwendet, das sowohl 
Warme ab- als auch zufiihren kann. Ein typischer Temperaturbe- 
reich eines solchen Thermocyclers erstreckt sich von -5°C bis 
12 0°C, und die Tempera tur kann mit einer Heiz-/Kuhlrate von 
2°C/s bis 5°C/s verandert werden. 

Die erfindungsgemafie Vorrichtung weist eine zentrale Steuerein- 
richtung auf, die sowohl die Bewegung des Roboterarms 8 mit 
seinen Z-Armen 13 bis 16, als auch die einzelnen Funktionsele- 
mente, wie z.B. die Pumpen 22, 23, und den integrierten Ther- 
mocycler ansteuert. Diese Steuereinrichtung ist in der Riicken- 
wandung 6 angeordnet . Sie kann aber auch in einem separaten Ge- 
hause untergebracht sein oder durch einen separaten Computer 
dargestellt werden. Die Steuereinrichtung ist vorzugsweise eine 
prozessorgesteuerte Vorrichtung und als multi-tasking-Steuerung 
ausgebildet, d.h. , daJS sie gleichzeitig mehrere Steuerungsvor- 
gange ausfuhren und uberwachen kann. 

Die Steuereinrichtung ist mit einer Schnittstelle zu einem Com- 
puter versehen. Im Computer sind mehrere Datenbanken abgespei- 
chert, in welchen die Daten fur die einzelnen Applikationen, 
Probenverwaltung, Chemikalien und Cycler-Programme enthalten 
sind. Ein Benutzer muE lediglich eine zu untersuchende bzw. zu 
bearbeitende Probe eingeben, die Art der Applikation (Seguen- 
zieren, Amplif izieren, usw.), die Chemikalien und das Cycler- 
programm auswahlen, sofern die letzteren Daten (Chemikalien, 
Cyclerprogramm) nicht bereits durch die Applikation vorgegeben 
sind, und die Probe auf dem Probenhalter 27 plazieren. 

Die erfindungsgema£e Vorrichtung Off net dann mit dem Deckelbe- 
tatigungsarm 14 die die Probensubstanzen und Chemikalien ent- 
haltenden Gefafie, iibertragt Telle der Probensubstanzen in die 
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Reaktionsgef afie der auf den Pipettierhaltern 2 8 angeordneten 
Pipettierplatten und versetzt die Probensubstanzen mit den ent- 
sprechenden Chemikalien aus dem Chemikalienreservoir 30. Beim 
Pipettieren werden die Pipettenspitzen vorzugsweise mit gerin- 
gem Abstand iiber dem Fliissigkeitsspiegel in den Reaktionsgef a- 
fien gehalten. Hierdurch wird verhindert, daS Reagenzien und 
Probe subs tanz en eines Reaktionsgef aSes in ein anderes Reakti- 
onsgef aS ubertragen werden. Dies ist besonders von Vorteil, 
wenn mehreren Reaktionsgef aSen einer Pipettierplatte die glei- 
che Substanz zugefuhrt werden soil, da dies ohne Reinigung der 
Pipettenspitze zwischen den einzelnen Pipettiervorgangen 
schnell ausgefuhrt werden kann. 

Die Pipettierplatten werden nach dem Pipettieren vom Handha- 
bungsarm 15 entweder direkt in den Thermo eye lerbeha Iter 35 ein 
gesetzt Oder an der Stapeleinrichtung 29 zwischengespeichert 
und zu einem geeigneten spateren Zeitpunkt dem Thermocyc- 
lerbehalter 3 5 zugefuhrt. 

Wahrend im Thermocyclerbehalter 35 eine Probe einem bestimmten 
Temperaturverlauf unterzogen wird, kann eine weitere Probe mit 
anderen Probensubstanzen und einer anderen Applikation bereits 
pipettiert werden. 

Fig. 2 zeigt ein FluSdiagramm einer typischen, einfachen Appli 
kation der erf indungsgema£en Vorrichtung zum Amplif izieren ei- 
ner DNA-Probe. Bei dieser Applikation soil eine DNA-Probe am- 
plif iziert, dann sequenzspezif isch gespalten und fur eine elek 
trophoresische Untersuchung vorbereitet werden. 

Hierzu wahlt der Bediener an einem auf einem Bildschirm des 
Computers dargestellten Menu die Probensubstanz, eine vorbe- 
stimmte Mischung von fiir das Amplif izieren geeigneten Enzymen, 
eine weitere vorbestimmte Mischung fur das sequenzspezif ische 
Spalten der amplif izierten DNA-Probe und ein Gel und eine Puf- 
ferlosung zur Vorbereitung der elektrophoresischen Untersu- 
chung . 
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Der Computer erstellt dann selbsttatig sogenannte Pipettier- 
(Pipette.scr) und Thermocycler-Scripte (Cycler. scr) nach Mafiga- 
be der festgelegten Probensubstanzen und Reagenzien. Diese 
Scripte enthalten alle zum Fullen der Reaktionsgef a£e und zum 
Inkubieren notwendigen Steuerbef ehle, einschlieSlich der Trans - 
portbefehle zum Bewegen der Pipettierplatten und der Befehle 
zum Offnen und SchlieEen der Deckel. Die Thermocycler-Scripte 
enthalten auch das im Thermocycler auszufiihrende Temperaturpro- 
fil, das bei Bedarf manuell abgeandert werden kann. 

Wahrend eines ersten Arbeitsschrittes SI wird ein Pipettier- 
script ausgefuhrt. Hierdurch werden die GefaSe einer Pipettier- 
platte mit den ausgewahlten Probensubstanzen und Reagenzien ge- 
fiillt und danach die Pipettierplatte dem Thermocycler zuge- 
fuhrt . 

Bei einem zweiten Schritt S2 wird im Thermocycler ein Tempera- 
turprofil abgefahren, urn die DNA-Probe gemafc einem an sich be- 
kannten PCR-Verf ahren zu amplif izieren . 1st der Amplif ikations 
vorgang abgeschlossen, wird die Pipettierplatte zu einem Pipet 
tierhalter bewegt . 

Im Schritt S3 wird ein wei teres Pipettierscript ausgefuhrt, wo 
bei den Reaktionsgef afien eine vorbestimmte Mischung von Re- 
striktionsendonucleasen hinzugefiigt werden. Die Pipettierplatt 
wird dann wieder zum Thermocycler transportiert und in diesen 
eingesetzt . 

Im nachfolgenden Schritt S4 werden die DNA-Proben sequenzspezi 
fisch gespalten, indem sie z.B. fiir 2 Stunden einer Temperatur 
von 37°C unterzogen werden, bei welcher die^ Restriktionsendo- 
nucleasen besonders aktiv sind. Danach wird die Temperatur 
kurzzeitig auf z.B. 95°C erhoht, wodurch die Restriktionsendo- 
nucleasen deaktiviert werden. 1st das Spalten der DNA-Proben 
abgeschlossen, wird die Pipettierplatte wieder zu einer der Pi 
pettierhalterungen 28 bewegt. 
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Bei einem Schritt S5 werden den Reaktionsgef a£en Gel und eine 
Puf ferlosung zur Vorbereitung einer elektrophoresischen Unter- 
suchung hinzugef tigt . 

Die Pipettierplatte mit den fertig aufbereiteten DNA-Sequenzen 
kann nun von einer Bedienperson abgenommen oder automatisch in 
der Stapeleinrichtung 29 abgestellt werden. 

Fig. 3 zeigt den Ablauf eines weiteren Verfahrens, das mit der 
erfindungsgemafien Vorrichtung vollautomatisch ausgeftihrt werden 
kann. Dieses Verfahren dient zur Bestimmung von Langenpolymor- 
phismen in DNA-Bereichen, wie es bspw. im Patent EP 438 512 Bl 
(=US 5,7 66,847) beschrieben ist. 

Die Probensubstanz weist hierbei vollstandige Zellen auf, die 
mittels einer Proteinase K in den Schritten Sll und S12 lysiert 
werden . 

Im Schritt S13 wird ein Gemisch aus Zuf alls-Primern (PEP; Pri- 
mer-Extension-Protocol) hinzugefugt und im Schritt S14 gemaS 
einem PCR- Verfahren amplif iziert . 

Danach wird im Schritt S15 eine Mischung aus mehreren Primern 
und Enzymen zur Detektion von sich wiederholenden simplen bzw. 
kryptisch simplen DNA-Sequenzen (STR; Short-Tandem-Repeats) zu- 
gegeben und anschlieSend das entsprechende PCR-Verf ahren ausge- 
ftihrt (Schritt S16) . 

Die in den Fig. 2 und 3 dargestellten Verfahren bzw. Applika- 
tionen sind lediglich zwei Beispiele einer Vielzahl von Anwen- 
dungsmoglichkeiten der erf indungsgema£en Vorrichtung. Mehrere 
dieser Applikationen sind in der Steuereinrichtung vorab pro- 
grammiert. Der Bediener kann jedoch auch eigene Applikationen 
mit einer beliebigen Folge von Pipettier- und Thermocycler- 
Scripten zusammenstellen . Die Verfahren konnen beliebig kompli- 
ziert sein und z.B. ein Umschreiben von RNAs auf DNAs umfassen 
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und sind mit der erf indungsgemaSen Vorrichtung dennoch vollau- 
tomatisch durchf iihrbar . 

Insbesondere konnen unterschiedliche Applikationen gleichzeitig 
5 bzw. aufeinanderfolgend automat isch ausgefiihrt werden, ohne da£ 
ein Bediener die einzelnen Verf ahrensschritte uberwachen mu£. 
Es ist auch moglich, date eine Anwendung im Thermocycler und ei- 
ne andere Anwendung an der Pipettierstation gleichzeitig abge- 
arbeitet wird. Hierzu ist die Steuereinrichtung mit einer zu- 

10 satzlichen Funktion ausgestattet , die den in der Regel zeitlich 
kurzeren Pipettiervorgang so startet, daS er gleichzeitig mit 
der parallel im Thermocycler ablaufenden Inkubation endet. Das 
beim Pipettiervorgang aufbereitete Gemisch wird somit ohne 
Standzeit dem Thermocycler zugefiihrt, wodurch unerwiinschte Re- 

15 aktionen vermieden werden. 

Mit der Erfindung wird somit eine Vorrichtung geschaffen, die 
die vollstandige automatische Abarbeitung komplexer chemischer 
bzw. biologischer Verfahren, insbesondere PCR-Verf ahren er- 

2 0 laubt, wobei eine maximale Flexibilitat bzgl . der Art des ange- 
wandten Verfahrens erzielt wird. Es konnen somit komplexeste 
Verfahrensablaufe auf engstem Raum ohne der Gefahr von Fehlern 
durch Vertauschen oder dergleichen ausgefiihrt werden. Komplexe- 
ste chemische bzw. biologische Verfahren, insbesondere das Se- 

2 5 quenzieren und Amplif izieren von Nucleinsauresequenzen, konnen 
vol lautomat isch mit hoher Effizienz und hohem Durchsatz durch- 
gefuhrt werden. 
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Anspriiche 

1. Vorrichtung zum automatischen Durchfuhren von chemischen 
bzw. biologischen Verfahren in Probengef a£en, insbesondere 
zum Sequenzieren und zum Amplif izieren von Nucleinsaurese- 
quenzen, mit einer Pipettiereinrichtung und einem Ther- 
mocycler, wobei die Pipettiereinrichtung (27, 28) einen 
Pipettierarm (13) zum Pipettieren von Probensubstanzen 
und/oder Chemikalien aufweist, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS die Pipettiereinrichtung und der Thermocycler als 
raumlich getrennte Arbeitsstationen ausgebildet sind, und 
daS ein Handhabungeinrichtung (15) zum Bewegen von zumin- 
dest einem Probensubstanzen bzw. Chemikalien enthaltenden 
und separat von den Arbeitsstationen ausgebildeten Proben- 
gef aS vorgesehen ist. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS mehrere Probengefafie in einer Pipettierplatte ausge- 
bildet sind, wobei die Pipettierplatte vom Handhabungsarm 
(15) bewegbar ist. 

3 . Vorrichtung nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Vorrichtung (1) eine Steuereinrichtung zum Ansteu- 
ern eines Pipettierarms (13), eines Handhabungsarms (15) 
und des Thermocycler s (35-38) aufweist, wobei die Steuer- 
einrichtung als multi-tasking-Steuereinrichtung ausgebil- 
det ist. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daS die Vorrichtung (1) einen Roboterarm (8) aufweist, der 
an einer Schiene (7) oberhalb einer Grundplatte (2) ver- 
fahrbar ist, und 

dafi der Pipettierarm (13) und der Handhabungsarm (15) je- 
weils am Roboterarm (8) angeordnet und vertikal und in 
Langsrichtung des Roboterarms (8) verfahrbar sind. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi der Pipettierarm (13) an seinem unteren Ende eine Pi- 
pettenspitze aufnehmen kann und diese iiber einen diinnen 
Schlauch (21) mit zumindest einer Pumpe (22, 23) verbun- 
den ist, 

daS sowohl eine fein dosierbare Pumpe (22), z.B. eine 
Spritzenpumpe, als auch eine Pumpe (23) mit einem hoheren 
Durchsatz als die f eindosierbare Pumpe (22) zum Spiilen 
einer Mehrweg-Pipettenspitze mit der Pipettenspitze ver- 
bunden sind, und 

dafi die Vorrichtung (1) ein Pipettenspitzenmagazin (32) 
fur Einweg-Pipettenspitzen und einen Pipettenspitzenab- 
streifer (33) zum Abstreifen der Einweg-Pipettenspitzen 
aufweist . 

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die Vorrichtung (1) einen Deckelbetatigungsarm (14) 
zum automatischen Of fnen und Schliefien von GefaSen auf- 
weist . 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, 
dadurch gekexinzeichnet , 

daS der Pipettierarm (13), der Deckelbetatigxingsarm (14) 
und der Handhabungsarm (15) jeweils als vertikal angeord- 
nete und vertikal und in Langsrichtung des Roboterarms (8) 
verfahrbare Z-Arme ausgebildet sind. 



8. 



Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, 
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dadurch gekennzeichnet , 

dafi die Vorrichtung (1) eine Stapeleinrichtung (29) zum 
Zwischenspeichern von Probensubstanzen bzw. Chemikalien 
enthaltenden Gefafien, insbesondere von Pipettierplatten, 
an welchen derartige GefaSe ausgebildet sind, aufweist. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ der Thermocycler einen Behalter bestehend aus einem 
Grundkorper (36) und einem Deckel (37) zum Verschlie£en 
des Behalters (35) aufweist, wobei ein Stellglied zum 
selbsttatigen Offnen und Schliefien des Behalters (35) vor- 
gesehen ist. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS zum Kontrollieren, ob eine Einweg-Pipettenspitze an 
einem Pipettierarm (13) angeordnet ist, ein elektrisch 
lei tender, frei abstehender Zeiger (34) vorgesehen ist, 
der mit einer MeSeinrichtung verbunden ist. 

11. Verfahren zum Ansteuern einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 1 bis 10, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS beim Pipettieren eine Pipettierspitze mit Abstand iiber 
dem FluSigkeistspiegel im jeweiligen Reaktionsgef aS gehal- 
ten wird. 

12 . Verfahren zum Ansteueren einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 1 bis 10, insbesondere nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS zwei unterschiedliche Applikation gleichzeitig ausge- 
fiihrt werden, wobei die Steuereinrichtung den Beginn eines 
Pipettiervorganges und einer Inkubation im Thermocycler 
selbsttatig derart festlegt, daS sie im wesentlichen 
gleichzeitig enden. 
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(57) Abstract 
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ProbengefaBen, insbesondere zum Sequenzieren und zum Ampiifizieren von Nucleinsauresequenzen, mit einer Pipettiereinrichtung und 
einem Thermocycler, wobei die Pipettiereinrichtung einen Pipettierarm zum Pipettieren von Probensubstanzen und/oder Chemikalien 
aufweist. Die Erfindung zeichnet sich dadurch aus, daB die Pipettiereinrichtung und der Thermocycler als raumlich getrennte 
Arbeitsstationen ausgebildet sind, und daB eine Handhabungseinrichtung zum Bewegen von zumindest einem Probensubstanzen bzw. 
Chemikalien enthaltenden und separat von den Arbeitsstationen ausgebildeten ProbengefaB vorgesehen ist. 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 

Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die internationale Anmeldungen gemass dem 
PCT veroffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Armenien 


FI 


Finnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Osterreich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Australien 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


SZ 


Swasiland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vereinigtes Kfinigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


Turkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungarn 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigte Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


It alien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zentralafrikanische Republik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


UZ 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


C6te d'lvoire 


KP 


Demokratische Volksrepublik 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


Kamerun 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rum an i en 






CZ 


Tschechische Republik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Russische Foderation 






DE 


Deutschland 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Dan em ark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT i 

Intern* ales Aktenzcichen 

PCT/EP 98/07423 

KLASSrRZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES " " " " 



B 01 J 19/00, B 01 L 11/00, C 12 Q 1/68, C 12 P 19/34 

Nach dcr Intcmauonalcn Patcntklassifikauon (1PK) odcr nach dcr naUonalcn Klassifikauon und dcr IPk6 



B. RliCHKRCHIF.RTE GHIHETE 

Rcchcrchicncr Mindcstprufstoff (Klassifikauonssystcm und KlassifikaUonssymbolc ) 



B 01 J,C 12 P,G 01 N,C 12 Q , B 01 L 

Rcchcrchicrtc abcr nicht zum Mindcstprufstoff gehorende VcroffenUichungcn, sowcit diesc unter die rccherchierten Gcbiete fallen 



Wahrcnd dcr internationalen Recherche konsulUcrte eiektromsche Datenbank (Name der DatenbanJc und cvtl. vcrwendcte Suchbcgnffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



fCategone" 



Bczcichnung der VcroffenUichung, sowat crforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



US 5443791 A 

(CATHCART et al . ) 
22. August 1995 (22.08.95), 
Spalte 6, Zeile 40 - Spalte 
9, Zeile 40, Spalte 17, 
Zeile 31 - Spalte 21, Zeile 
27, Zeichnungen, Anspriiche 
(in der Beschreibung ge- 
nannt) . 

DE 4412286 Al 

(BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 
12. Oktober 1995 (12.10.95). 
Spalte 2, Zeile 53 - Spalte 
4, Zeile 1, Zeichnungen, 
Anspriiche 

(in der Beschreibung ge- 
nannt) . 



1-12 



1-12 
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entnehmen 
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Sichc Anhang Patcntfamiiic 



' Besondere Kategorien von angegebenen VeroffenUichungen : 

A* VcroffenUichung, die den allgememcn Stand der Tcchnik definicrt, 

aber nicht als besondcrs bedcutsam anzusehen ist 
E" al teres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 

Anmcidcdatum veroffcnUrcht worden ist 
V VcroffenUichung, die gecignct ist, cinen Priori tatsanspruch zwcifelhaft cr- 
scheincn zu tasscn, Oder durch die das VcroffcnUichungsdatum einer 
anderen im Rechcrchenbcricht genannten VcroffenUichung bciegt werden 
soil odcr die aus cincm andcrcn besondcren Grund angegeben ist (wic 
ausgefuhrt) 

VcroffenUichung, die sich auf cine mundiiche Offcnbarung, 
cine Bcnutzung, cine Ausstcliung Oder anderc MaUnahmen bezicht 
VcroffenUichung, die vor dem intcmauonalcn Anmcidcdatum, abcr nach 
dem bcanspruchten Prion tatsdatum veroffcmlicht worden ist 



"O" 
P" 



T Spatere VcroffenUichung,. die nach dem internationalen Anmcidcdatum 
oder dem Priontatsdatum veroffentucht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zumVerstandnis des der 
Erfindung zugrundcliegcnden Prinzips odcr dcr ihr zugrundeliegenden 
Thconc angegeben ist 

'X* VcroffenUichung von besondcrer Bedcutung; die bcanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser VcroffenUichung nicht als ncu odcr auf 
erflndenscher TaUgkcit beruhend betrachtet werden 
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